Гемостаз: от in vitro  к in vivo

Олецкий Э.И. 

(Доцент кафедры биологической химии БГМУ)
На протяжении многих веков считалось, что инициатором свертывания крови является воздух, при контакте с которым происходит  процесс остановки кровотечения. К концу XIX столетия были получены факты, позволившие Полу Моравитцу уже в начале ХХ-го столетия cформулировать первую схему свертывания крови, согласно которой фибриноген - один из главных белков крови превращался в фибрин-основу сгустка под влиянием активной формы протромбина - тромбина. Последний возникал под влиянием тромбопластина. 

Однако большинство читателей этих строк уже изучали механизмы свертывания, используя каскадную («водопадную») модель коагуляции, которая была предложена в начале 60-ых гг прошлого столетия. Эта модель использовала популярную в те годы концепцию, согласно которой последовательность протеолитических реакций могла действовать как основа усилителя биологических процессов. Теперь хорошо известно, что такая концепция лежит в основе многих физиологических процессов.
 К настоящему времени каскадное взаимодействие белков, участвующих в коагуляции описывается Y – подобной схемой, с различными "внутренним" и "внешним" путями, которые зачинаются фактором XII (FXII) и комплексом FVIIa/тканевой фактор (ТФ), соответственно.  Эти пути сходятся на "общем" пути формированием комплекса FXa/FVa (протромбиназы). Активность таких комплексов, как правило, резко увеличивается в присутствии фосфолипидов и ионов кальция. Авторы такой схемы не считали ее моделью кровоостанавливающего процесса in vivo.  Однако, отсутствие других моделей и концепций гемостаза привело к тому, что большинство врачей и студентов каскадную модель коагуляции стали принимать как физиологическую модель процессов коагуляции, тем более что лабораторные методы исследования, применяемые для диагностики и прогнозирования нарушений коагуляции, основывались на этой модели. 

Каскадная модель оказалась чрезвычайно полезной для развития представлений о механизмах ферментативных реакции процесса коагуляции в плазме in vitro. Выяснение роли кальция способствовало применению хелаторов кальция для предотвращения коагуляции при получении образцов крови. Каскадная модель оказалась полезной и для  клиники при интерпретации лабораторных тестов при аномалиях свертывания крови. В частности, дефициты факторов внешнего или общего путей определяются с помощью протромбинового времени, а дефициты факторов внутреннего или общего путей проявляются удлинением активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ). Дополнительные реже используемые тесты, такие как время свертывания, тромбиновое время с использованием яда гадюки Рассела и исследования функции специфических факторов способствовали дальнейшему уточнению места дефектов свертывания.
Каскадная модель также способствовала выделению и изучению конкретных шагов в белок-зависимых процессах свертывания крови, обеспечивая лучшее понимание свойств отдельных ферментных комплексов. Продолжение экспериментов на основе каскадной модели привело к открытию ранее неизвестных перекрестных взаимодействий между различными компонентами, а также идентификации и пониманию роли недавно обнаруженных специфических ингибиторов коагуляции.
Однако постепенно накапливались факты, показывающие, что эта модель недостаточно адекватно объясняет кровоостанавливающий процесс, происходящий in vivo. Каскадная модель предполагает, что внешние и внутренние пути действуют в качестве независимых путей, в то время как клинические проявления недостаточности отдельных факторов явно противоречат этой концепции. Недостаточность исходных компонентов внутреннего пути (FXII, высокомолекулярного кининогена или прекалликреина) вызывают выраженное удлинение АЧТВ, но они не ассоциируются со склонностью к кровотечениям у мышей и человека. FXII  и вовсе не нужен для нормального гемостаза, потому что некоторые виды млекопитающих (например, киты и дельфины) не имеют этого белка вовсе. Проявления дефицита расположенного ниже в каскаде  FXI (гемофилия С) широко варьируют от полного отсутствия у одних людей до  выраженной кровоточивости у других. С другой стороны, дефицит расположенных ниже в каскаде, компонентов внутреннего пути (FVIII и FIX) сопровождается серьезными клиническими проявлениями (гемофилия А и В), несмотря на то, что у таких людей полноценно функционирующий внешний путь. Кроме того, дефицит первичного фермента внешнего пути (FVII) может быть связан с кровотечением, несмотря на присутствие интактного внутреннего пути. Клинические проявления отдельных аномалий внутреннего или внешнего путей противоречат идее, что эти ферментативные системы работают как независимые генераторы FXa.

Каскадная модель не учитывала роли клеток в механизмах гемостаза. Отдельно выделялся сосудисто-тромбоцитарный гемостаз, где рассматривалась роль тромбоцитов, но его физиологическое значение ограничивалось гемостазом при повреждении капилляров.

Привлечение клеток к объяснению механизмов коагуляции чрезвычайно важно для интегрированного понимания механизмов коагуляции, протекающих в динамической сосудистой системе и позволяет ответить на ряд вопросов, которые не могла объяснить каскадная теория . Среди них:  

1. выяснение роли конкретных участков мембран тромбоцитов в механизмах коагуляции,

2 роль клеток и структур  сосудистой стенки,

3. значение факторов свертывания для процессов за пределами гемостаза (воспаление, ангиогенез, заживление ран),
4. выяснение механизмов, отвечающих за локализацию  свертывания в местах повреждения и др.

В 90-х годах ХХ-го столетия появилась клеточная теория гемостаза, которая попыталась связать достижения в области коагуологии, полученные на основе каскадной модели in vitro с реальными процессами, протекающими в сосудах. Согласно этой теории можно выделить три перекрывающиеся стадии коагуляции в сосудах: 

1. Инициация 

2. Усиление (амплификация) 

3. Распространение  (propagation)
1. Инициация. Все факты, имеющиеся на сегодняшний день, указывают, что единственный и основной инициатор коагуляции in vivo – тканевой фактор (ТФ). Это мембранный гликопротеин, очень долго называемый фактор III или тканевой тромбопластин. Клетки, которые его экспрессируют , в основном находятся вне сосудистой сети, что предотвращает инициацию коагуляции в нормальных условиях циркуляции с интактным эндотелием. Некоторые циркулирующие клетки (например, моноциты или опухолевые клетки) могут тоже экспрессировать ТФ на своих мембранных поверхностях, однако такой ТФ в нормальных условиях неактивен или прикрыт окружающими молекулами (закодирован).  Еще один источник ТФ – микрочастицы (МЧ) . Эти структуры возникают из мембран тромбоцитов или клеток, подвергающихся апоптозу. Точная роль переносимого кровью ТФ спорна. Некоторые исследователи полагают, что циркулирующий ТФ кодируется путем образования дополнительной связи, которую нужно разрушить для его активирования. Другие полагают, что ТФ не активен потому что мембранная поверхность, на которой он находится , не содержит фосфатидилсерина.
После того, как происходит повреждение и кровь приходит в соприкосновение с ТФ-содержащими клетками, FVIIa плазмы быстро связывается с экспонируемым ТФ. Следует отметить, что FVIIa является единственным белком, участвующим в коагуляции, который обычно циркулирует в крови в активной форме (примерно около 1% от всего неактивного FVII).  Все другие белки коагуляции циркулируют в проферментной форме.
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Рис 1.1. Инициация: адгезия и дегрануляция тромбоцитов, секреция FVa . На ТФ-содержащих клетках: Комплекс FVIIa /тканевой фактор (ТФ) активирует FIX и FX. Комплекс FXa-FVa превращает FII  в тромбин (FIIa).

Рис1.2. Амплификация: сформированный в фазе инициации FIIa связывается с гликопротеином ( GP) Ib -IX- V и рецепторм PAR1 на тромбоцитах. PAR1 активирует тромбоциты, что сопровождается изменением формы, вызывает дегрануляцию,, высвобождая  FV. FVIII отщепляется от фактора фон Виллебранда (ФВ) и связывается с поверхностью тромбоцитов.
 Комплекс ТФ-FVIIa на поверхности таких клеток катализирует превращение других молекул FVII в FVIIa , а также  FIX в FIXa и FX в FXa.  FXa в свою очередь активирует FV в FVa, связывается с ним, образуя комплекс  (протромбиназа) , который затем, здесь же, на поверхности  ТФ- содержащих клеток  расщепляет протромбин и генерирует небольшое количество тромбина (рис.1.1).  Молекулы FXa, которые покидают поверхность мембраны ТФ-содержащей клетки быстро инактивируются либо ингибитором пути тканевого фактора (TFPI) или антитромбином (АТ). Поэтому эффективное образование FXa ограничивается лишь поверхностью TF-содержащей клетки, на которой он был получен. Но  образующийся на этой клетке FIXa может  покидать клетку и переходить на поверхность соседних тромбоцитов или других клеток. FIXa не ингибируется TFPI, и гораздо медленнее ингибируется АТ чем FXa.

Следует заметить, что TF всегда экспрессируется в периваскулярном пространстве, и некоторое количество FVIIa, которое покидает сосудистую сеть через незначительные разрывы в эндотелиальном барьере будет связываться с ТФ и потенциально инициировать свертывание. Эти разрывы в эндотелиальном барьере в нормальных условиях очень малы. Большинство белков действующих в начальных этапах коагуляции относительно невелики по размерам (например, фактор VII - 50 кДа), тогда как белки более поздних этапов намного больше (например, FV, 330 кДа; фибриноген, 340 кДа). Во внесосудистое пространство попадает и тромбин. Но тромбоциты и крупные белки не могут попасть в это пространство и свертывание не прогрессирует до тех пор, пока травма не позволит тромбоцитам и более крупным белкам покинуть сосудистое пространство и связаться с  TF-содержащими клетками вне сосудов. 
2. Амплификация. После того, как небольшое количество тромбина было сформировано на поверхности ТФ-содержащих клеток (этап инициации), тромбин покидает  ТФ-содержащие  клетки и становится доступным для активации тромбоцитов, которые тоже покинули сосуды  в месте травмы и присоединились (адгезия) к коллагену базальных мембран сосудов. Связывание тромбина с рецепторами мембран тромбоцитов вызывает их активирование, что проявляется в  изменении их формы, перемещению мембранных фосфолипидов, необходимых для создания  прокоагулянтной поверхности мембраны и высвобождению содержимого гранул, что в свою очередь усиливает активирование тромбоцитов.(рис.1.2).
Гранулы тромбоцитов содержат большое количество белков и других веществ, которые включают субстраты для  реакций свертывания и агонисты,  вызывающие  дальнейшее активирование  тромбоцитов. Кальций может индуцировать кластеризацию фосфатидилсерина (увеличение прокоагулянтной природы мембраны), а также способствует связыванию коагулирующих белков с активированной поверхностью мембран. В дополнение к активированию тромбоцитов, тромбин, возникший на этапе инициации катализирует превращение FXI в FXIa и активирует FV в FVa на поверхности тромбоцитов. Тромбин способствует отделению фактора Виллебранда от фактора VIII (они циркулируют в комплексе друг с другом), высвобождая его для участия в адгезии и агрегации тромбоцитов. Высвобождаемый FVIII затем активируется тромбином, с образованием FVIIIa.
3. Распространение. Как только несколько тромбоцитов активируются в фазе усиления, выброс содержимого гранул приводит к привлечению дополнительных тромбоцитов к месту повреждения. Фаза распространения происходит на поверхности таких тромбоцитов (рис. 2.3). Экспрессия лигандов на поверхности приводит к межклеточным взаимодействиям, которые обеспечивают агрегацию тромбоцитов. FIXa, который был сгенерирован ТФ-FVIIa на этапе инициации процесса может связываться с FVIIIa (генерируется на этапе амплификации) на поверхности тромбоцитов. Дополнительное количество  FIXa генерируется за счет активирования FIX  фактором  FXIa, который был получен в процессе амплификации на поверхности тромбоцитов. После того, как образуется внутренняя теназа (FIXa- FVIIIa) на поверхности активированных тромбоцитов, она начинает  быстро  генерировать FXa на тромбоцитах. Как упоминалось выше  FXa также генерируется во время начальной фазы на поверхности ТФ-содержащих клеток. Но так как он быстро ингибируется, покинув поверхность TФ-содержащих клеток, он не доходит до поверхности тромбоцитов. Таким образом, основное количество молекул FXa должны быть сформированы непосредственно на поверхности тромбоцитов путем расщеплению при помощи внутреннего теназного (FIX-FVIIIa) комплекса. FXa генерируемый на тромбоцитах затем быстро связывается с FVa (образованным тромбином в фазу амплификации) и расщепляет протромбин в тромбин. Эта протромбиназная активность приводит к всплеску генерации тромбина, ведущей к отщеплению фибринопептида А от фибриногена. При достаточном количестве тромбина, который образуется с достаточной скоростью формируется критическая масса фибрина, и эти растворимые молекулы фибрина самопроизвольно полимеризуется в фибриновые нити, в результате чего образуется нерастворимая фибриновая матрица.

Тромбоцит - вероятно единственная клетка, на которой происходит эффективное  распространение коагуляции. Поверхность тромбоцитов специализирована для координации сборки комплексов теназы (FIXa/VIIIa) и протромбиназы (FXa/Va). Кроме того, большие количества тромбоцитов могут быть привлечены к участку повреждения, формируя достаточную по величине поверхность для крупномасштабной генерации тромбина. 

Достаточная генерация тромбина для получения сгустка не является, признаком завершения свертывания. Необходимо проделать еще ряд шагов, жизненно важных для нормального гемостаза, которые происходят после генерации фибринового геля. Около 95% тромбина образуется после образования фибринового геля. Эти данные получены  при помощи стандартных методов анализа (протромбиновое время и АЧТВ) и это означает, что такие методы не в состоянии обнаружить нарушения гемостаза, при недостаточности гемостатических функций, которые следуют после начальных реакций полимеризации фибрина. 
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Рис.2. 3. Распространение: FIXa в сочетании с FVIIIa активируют FX. Посде этого FХа связывается с  фактором Va для обеспечения быстрого образования тромбина. Этот тромбин может участвовать в положительной обратной связи, способствуя активации фактора XI на тромбоцитах, что  приводит к возникновению дополнительно фактора IXa.
Рис. 2.4. Локализация: тромбин, образованный на тромбоцитах и попадающий в кровоток ингибируется антитромбином (AT). Тромбин, который перемещается к эндотелиальным клеткам связывается с тромбомодулином (TM); клмплекс IIa / TM активирует белок C (АРС). Этот процесс ускоряется, когда протеин С связывается с эндотелиальным рецептором протеина C (EPCR). APC   расщепляет и инактивирует фактор Va (iVA)
Тромбину принадлежит важная роль в формировании структуры сгустка. Удаление фибринпептида А - необходимое звено формирования фибрина, но удаление второго фибринпептида – фибринпептида В происходи позже и важно для изменения структуры образующегося фибрина
Тромбин активирует FXIII в FXIIIa. Этот фермент катализирует образование поперечных сшивок, а это важно для получения прочного и эластичного фибринового сгустка. Важность сшивок в структуре тромба показана при исследовании механизмов кровоточивости при дефиците FXIII.

Некоторые из молекул генерируемого тромбина могут связываться с тромбомодулином (ТМ) на поверхности клеток эндотелия.  Тромбин, связанный с TM может активировать тромбином активируемый ингибитор фибринолиза. Этот недавно обнаруженный фермент действует на фибрин, изменяя его структуру путем удаления концевых остатков лизина. Так как лизин является необходимым сайтом связывания для нескольких фибринолитических белков, фибрин, на который подействовал тромбином активируемый ингибитор фибринолиза становится заметно более устойчивым к фибринолизу.
TM связанный тромбин играет еще одну важную роль в торможении коагуляции. (рис.2.4). Такой тромбин активирует протеин C. Активный протеин С (аПС) образует комплекс со своим кофактором протеином S (ПроS), который расщепляет FVa и FVIIIa, препятствуя дальнейшей их активности. Активность aПC-проS, следовательно, выключает генерацию новых молекул тромбина 
После образования полноценного сгустка в месте повреждения, процессы коагуляции должны быть ограничены, чтобы предотвратить распространение образования фибрина за зону повреждения, Несомненно, некоторые протеазы диффундируют из мест их активирования и перемещаются током крови. Их активность подавляется ингибиторами и отсутствием прокоагулянтных мембран на интактных эпителиальных клетках, на отдалении от мест повреждения. Образование тромбина ограничено еще и потому, что аПC / проS намного лучше инактивируют  FVa на поверхности эндотелиальных клеток, чем на поверхности тромбоцитов. Это означает, что аПC / ПроS эффективны при ограничении образования тромбина на здоровых покоящихся эндотелиальных клетках, но не эффективны при ингибировании генерации тромбина на активированных тромбоцитах.

Клеточная модель является отражением более глубокого понимания гемостатического процесса. Она адекватно объясняет дефекты, наблюдаемые при дефицитах FXI, FIX и FVIII, потому что эти белки требуются для генерации FXa (и впоследствии тромбина) на мембранах тромбоцитов. Модель лучше определяет параметры, требуемые для адекватной генерации тромбина. Для эффективной коагуляции, тромбин должен генерироваться на активированной поверхности тромбоцита, но не на поверхности клетки богатой ТФ. Эта модель предполагает, что внешние и внутренние системы - фактически параллельные генераторы FXa, которые протекают на различных поверхностях клетки. Улучшенное понимание гемостатического процесса, включая и вклад клеток, будет способствовать лучшей диагностике и лечению расстройств гемостаза.
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